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　　Leukemic　cells　are　hardly　propagated　in　vitro，　despite　addition　of　recombinant　growth　factors．
Recently　number　of　cloned　leukemic　cells　which　were　dependent　on　the　bone　marrow　stromal　cells
in　vitro，　were　reported．　These　findings　suggest　that　the　attachment　of　leukemic　cells　to　the　stromal
cells　is　essential　for　the　proliferation　of　leukemic　cells，　although，　a　mechanism　of　this　phenomenon
is　still　unknown．
　A　rosette　formation　technique　by　using　microplate　was　developed　to　measure　this　cell－to－cell
attachment　quantitatively．　Leukemic　cells　formed　rosette　with　most　of　stromal　cells　supporting
leukemic　cells，　but　did　not　formed　rosette　with　stromal　cells　not　supporting　leukemic　cells．　Human
leukemic　cell　line　HL－60　formed　rosette　with　only　20％of　stromal　cells　derived　from　normal
volunteers．　while　with　900／o　of　stromal　cells　derived　from　MDS　（myelodysplastic　syndrome）　and
AML　（acute　myelocytic　leukemia）　patients．　These　results　suggest　that　the　rosette　formation　may
reflect　supportive　function　of　bone　marrow　stromal　cells．　Furthermore，　this　technique　is　available
for　analyzing　direct　cellular　interaction．
1．緒 言
　造血幹細胞の増殖，分化に造血環境を構成する骨
髄間質細胞が重要な役割を果たしている事が知られ
ている1）2）．本機構においては特に，造血幹細胞が骨
髄間質細胞に付着し，直接の細胞間相互作用が機能
する事の重要性が指摘されている3）””5）．一方，白血病
においても，白血病細胞が骨髄間質細胞に依存性に
増殖する例が報告されている6）一一8）．事実，白血病細胞
も，in　vitroで培養すると，稀には自律性増殖を認
めるものの，通常は一定時間しか増殖せず，やがて
死滅する．すなわち白血病細胞においても，その増
殖に適した環境が必要で，各種サイトカインの如く
液性因子の関与と共に，骨髄間質細胞との細胞間相
互作用も重要な役割を担っていると考えられる．白
血病細胞増殖機構の解析上で，この白血病細胞と骨
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髄間質細胞の相互作用を解明することは極めて重要
と思われるが，この細胞間の結合状態を定量的に解
析することは困難であった．Singerらによって，ヒ
ト胸腺上皮細胞とthymocyteが特異的にロゼット
を形成する事が報告され9），細胞間のロゼット形成
が，細胞間相互作用の一端を解析する上で有用と思
われた．著者は白血病細胞と骨髄間質細胞との間に
このロゼット形成法を試み，更にマイクロプレート
を用いて改良を加えることにより観察を容易とし，
少量の細胞で簡便にかつ定量的に解析できる方法を
開発した．そして，このロゼット形成が白血病細胞
の増殖支持に関連するかどうかを検討し又，臨床応
用を試みた．
II．材料および方法
　1．細胞
　マウス骨髄間質細胞株MS－110），　MS－K’1）は，森
和博博士（新潟大）より供与された．両細胞は共に
lipoblastで，マウスの長期骨髄培養より樹立された．
MS－1は，　in　vitroで造血を支持し，　MS－Kは支持
しない．両細胞共，10％FBS（fetal　bovine　serum：
Biocell）加α一MEM（minimal　essential　medium：
GIBCO　410～2000）培地で，37℃5％CO、の条件
下で培養し，0．25％トリプシン（Sigma）を用いて
1週間毎に1／4を継代した．
　ELM－Dは8）12），同じく森和博博士（新潟大）より
供与された．放射線照射したマウスより樹立された
赤白血病細胞株で，骨髄間質細胞依存性に増殖する．
即ち，骨髄間質細胞に接着し，そのfeeder　layerの
上で増殖し，骨髄間質細胞の培養上清は増殖を支持
しない．ELM－DはMS－1をfeeder　layerとして
10％FBS加α一MEM培地で，37℃5％CO，条件下
で共培養し，3～4日毎に，新しく調整した　feeder
layer上に継代培養した．
　HAS　301，30313）は，当教室の相沢らによって樹
立された．健常人骨髄間質細胞にSV－40　virusの
large　T抗原をtransfectionする事により樹立した
細胞株である．10％FBS加α一MEM培地で37℃
5％CO2の条件下で培養され，3～4日毎に，0．25％
トリプシンを用いて1／4を継代した．HAS　301は
fibroblast状で，303はendothel状の形態を示し，
又，HAS　303はVIII因子陽1生であった．
　AML由来の細胞株HL－6014）は，10％FBS加
RPMI培地（GIBCO　430～1800）で37℃5％CO2
　　〆一一1×IO3個
一骨闇質細胞
　　〆！T5×104個
　　　　　白血病細胞
瞬1　反転洗條
　　　　　　　　ロゼット形成
図1　ロゼット形成法
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未反応の白血病細胞を取り除く
（g＞”
＊マイクロプレートに付着した骨髄間質細胞．1well
　l50～200個の骨髄間質細胞が付着した．
’＊　1　well　100個以上の骨髄間質細胞をカウントして，3
　wellカウントした後，ロゼット陽性率を算定した．
の条件下で培養し，対数増殖期にあるものを実験に
用いた．
　ヒト骨髄間質細胞：a）健常者5例，b）MDS，　RA
（refractory　anemia）3例，　RAEB（refractory　ane－
mia　with　excess　of　blasts）4例，　AML　6例計18例
を対象とした．各々の骨髄単核球細胞を，プラスチ
ックディッシュで，20％FBS加α一MEM培地で2
時間培養後，非付着性細胞分画を除去した．以後1週
毎に半量ずつ培養液を交換し，4週間以上経過し
confluentになった単層の付着細胞を骨髄間質細胞
として用いた．
　2．マウス骨髄間質細胞株とマウス白血病細胞株
　　との間のロゼット形成の検討
　造血支持能をもったマウス骨髄間質細胞株MS－
1，支持能を持たないMS－Kと，骨髄間質細胞依存
性増殖を示すマウス白血病細胞株ELM－Dとの間に
ロゼット形成法を試みることにより本法の特異性を
検討した．
　ロゼット形成法（図1）
　a）骨髄間質細胞を0．25％トリプシン処理で，単
細胞浮遊液として1×106／mlの濃度にα一MEM培
地で調整した．これをマイクロシリンジを用いて，
poly－L－lysineで被覆したマイクロプレート（IBL）
の各wellに1μ1ずつ播き4℃で30分静置した．
　b）白血病細胞を，5×106／mlの濃度に，10％FBS
加α一MEM培地で調整した．これをマイクロシリン
ジを用いて10μ1ずつ1）で作製した骨髄間質細胞層
上に重層し，4℃で1時間静置した．
　c）マイクロプレートを反転し30分間静置．その
後，PBS（phosphate　buffered　saline）を満たした
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図2MS－1とELM－Dのロゼット形成（×400）
　　〉　MS－1　〉　ELM－D
　　MS－1の周囲をELM－Dが取り囲むようにロゼット
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図3MS－KとELM－Dのロゼット形成（×400）
　　〉　MS－K　〉　ELM－D
　　MS－KはELM－Dと殆どロゼット形成しなかった．
表1MS－1，　MS－KとELM－Dの
　　ロゼット形成能
MS－1
MS－K
77．4±1．7％
15．2±2．7％P〈O．OOI
　　　　　（mean±SD）
P－velue　1　student　t－test
バット内に静かに入れて洗浄し，未反応の白血病細
胞を除いた．
　d）0．25％グルタールアルデヒドで固定後メイグ
リュンワルド・ギムザ染色を行い鏡検．骨髄間質細
胞に3個以上の白血病細胞が付着したものをロゼッ
ト陽性と判定した．少なくとも1well　100個以上の
骨髄間質細胞をカウントし，3wellカウントした後
ロゼット陽性率を算定した．
　3．ヒト骨髄間質細胞株とヒト白血病細胞株との
　　間のロゼット形成の検討
　ヒト骨髄間質細胞株HAS　301，303を樹立し，ヒ
ト白血病細胞株HL－60との間にロゼット形成法を
試み，更にHAS　301，303のHL－60に対する増殖
支持能をコロニーアッセイ法で検討した．
　コロニーアッセイ法15）
　1×104／mlの濃度で10％FBS加α一MEM培地に
調整したHAS　301，又は，303を24　wellプレート
に各1ml／we11ずつ播種した．2日後，培養液を吸引
除去し，半固形培地に1×102／0．5mlの濃度に調整
したHL－60細胞を重層し37℃5％CO，の条件下で
5日間培養した．半固形培地は，終濃度0．85％のメ
チルセルロース（Fisher），20％FBS，α一MEM培地
で調整した．HL6020個以上より成る集団をコロ
表2　ヒト骨髄間質細胞株とHL60の
　　ロゼット形成能
HAS　301
HAS　303
14．9±2．7％
93．3±O．7％pくG．OOI
P－value：　student　t－test
（meen±SD）
ニーとして算定した．又，対照として骨髄間質細胞
のfeeder　layerなしで半固形培地に調整したHL－
60単独のものを，contro1とし，　HAS　301，303の
培養上清20％を加えたものを作製した．
　4．臨床応用の検討
　健常者，骨髄異形成症候群（myelodysplastic　syn－
drome：MDS），急性骨髄性白血病　（acute
myelocytic　leukemia：AML）の骨髄間質細胞と
HL－60との間にロゼット形成法を行い病態との関
係を検討した．
　5．P－valueの検定
　Student－t－testまたは，　Cochran－Cox　t－testを用
いた．
III．結 果
　1）造血支持能を持つMS－1，支持能のないMS－
Kともにマイクロプレートによく付着し，その付着
性に両者の差はなかった．各wellに150－200個の骨
髄間質細胞が付着した．MS－1はELM－Dと77．4％
のロゼット形成率を示し，MS－Kは15．2％の形成
率しか示さなかった（表1）．ELM－Dは，　MS－1の
周囲を取り囲むようにしてロゼットを形成し，ギム
ザ染色にて両者は容易に鑑別できた（図2）．MS－K
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図4HL－60コロニー（Contro1）（×100）
表3HL－60コロニー形成に及ぼす
　　骨髄間質細胞株の影響
colonie5／1×102　HL－60
controI 37，7±2．6　　（100％）
HAS－301 15．3±4．0　　〔41％）p〈0．05
HAS－303 55．3±3．3　　（147％）p〈0．05
HAS－301　CM38．3±5．1　　（10τ％）p＞0．1
HAS－303　CM41．3±2．6　　（109％）p＞0・1
P－value　student　t－test
CM　conditioned　medium
（mean±SD）
．驚
寧
はELM－Dとほとんどロゼットを形成せず，付着す
るELM－Dも3個以下であった（図3）．
　2）HAS　301，303のマイクロプレートへの付着
性に差はなかった．HAS　303はHL－60と93．3％の
ロゼット形成率を示し，HAS　301は14．9％のロゼ
ット形成率しか示さなかった（表2）．又，HAS　303
は，他の白血病細胞株U937，　K　562，　KG－1とも
高率にロゼット形成を示したが，以下の検討では代
表としてHL－60を用いた．コロニーアッセイ法で
は，骨髄間質細胞なしのcontrol，　HAS　301，303の
培養上清を加えた群とはHL・60のコロニー数に差
はなかった．HAS　301をfeeder　layerとしたもの
は，controlに比し41％しかコロニー形成を示さ
ず，増殖促進効果は見られなかった．一方，HAS　303
をfeeder　layerとした群では，　contro1に比し147％
のコロニー形成がみられ，増殖促進効果が見られた
（表3）．又，コロニー構成細胞数は，HAS　303を
feeder　layerとした群で増加傾向があった（図4，5，
6）．
　3）a）健常者では，骨髄間質細胞はHL－60と平均
24％しかロゼット形成しなかった（図7）．b）MDS，
AMLの症例では，骨髄間質細胞は，　HL－60と90％
のロゼット形成を示した（図8，9）（表4）．MDSの
図5HL60コロニー（HAS　301）（×100）
　　HAS　301をfeeder　layerとしたものではcontrol
　　に比しHL－60コロニーの増殖促進効果はみられな
　　かった．
蒸6HL－60コロニー（HAS　303）（×100）
　　HAS　303をfeeder　layerとしたものではcontrol
　　に比しHL－60のコロニーの増殖促進効果がみら
　　れ，コロニーの大きさも大きかった．
‘
・A・
図7健常者由来骨髄間質細胞とHL－60のロゼット形
　　成（×400）
　　レ骨髄間質細胞　［＞HL－60
　　ロゼット形成は殆どみられなかった．
病型間で差はなかった．又，各々の骨髄間質細胞の
マイクロプレートへの付着性に差は認めない．
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図8MDS（RAEB）由来骨髄間質細胞とHL－60のロ
ゼット形成（×400）
レ骨髄間質細胞　［＞HL60
高率にロゼット形成を認めた．
表4各種病型におけるヒト骨髄間質細胞と
　　HL－60のロゼット形成能
健常者 24．1±22．7％　　（n＝5）
MDS
@RA
@RAEB
93．2±3．1％　　（n＝3）
X1．7±6．1％　　（n＝4）
AML 92．4±4．7％　　（n＝6）
健常者：MDS　　p＜0．001
　　ムリヒ　　　くむコの
臨調、：貸CEB；；1：l
P－Value：Cochrdn－Cox　t－test
IV．考
Cmean±SD）
案
　近年，各種細胞間相互作用の重要性が認識されて
いるが，細胞間の結合状態を定量的に解析する事は
困難であった．一般的には，結合させる細胞を　RI
（radio　isotope）でラベルして，非結合細胞を除去
後，RI活性をカウントする方法16），位相差顕微鏡下
に直接，結合した細胞をカウントする方法17）が知ら
れている．しかし，細胞外基質の影響等，細胞間の直
接結合を観察するのは困難であり，又，RIを用いる
事による制約，位相差顕微鏡でのカウントは特異性，
定量性に問題があった．Singerらの報告した試験管
内で細胞同志を会合させる事によるロゼット形成法
は，簡便さ，特異性において有用な方法であったが，
ピペット操作により一度形成されたロゼットがこわ
れるため，やや定量性に問題がある事，比較的大量
の細胞を必要とする不利な点があった．著者は，マ
イクロプレートを用いて以下の点に改良を加えたロ
ゼット形成法を開発した．1）少量の細胞で検定でき
る．2）ピペット操作をなくしたことにより形成され
図9AML由来骨髄問質細胞とHL－60のロゼット形
　　成（×400）
　　レ骨髄間質細胞　＞HL－60
　　高率にロゼット形成を認めた．
たロゼットが維持される．3）直接固定染色し，観察
が容易である．
　ロゼット形成が増殖支持に関連するかどうかを
検討したところ，造血支持能のあるマウス骨髄間質
細胞株MS－1と，骨髄間質細胞依存性に増殖するマ
ウス白血病細胞株ELM－Dは高率にロゼット形成を
示した．一方，造血支持能のないMS－Kは，　ELM－D
と低率にしかロゼット形成を示さなかったことよ
り，ロゼット形成能が骨髄間質細胞の増殖支持能を
反映するものと考えられる．ヒト骨髄間質細胞株
HAS　301，303とヒト白血病細胞株HL－60との間
の検討では，HAS　301はHL－60とのロゼット形成
率は低く，HL－60のコロニー形成も支持しなかっ
た．一方，HAS　303はHL－60と高率にロゼットを
形成し，HL－60のコロニー形成を支持した．　HAS
303は健常者由来骨髄間質細胞株であるのにかかわ
らず，HL－60と親和性を有し，一方HAS　301は
HL－60と親和性を有さなかった．このことは，本細
胞株がSV－40，　large－T抗原導入により不死化され
た細胞であるため同じ由来でも異なる性格の細胞株
が樹立されたものと考えられる．しかしながら
HAS　303がHL－60とロゼット形成し，かつその増
殖を支持したことは，著者の開発したロゼット形成
法が増殖支持能を反映しているものと考えられた．
又，HAS　303の培養上清がHL－60のコロニー形成
になんら影響を与えなかったことより，この増殖支
持能は骨髄間質細胞と白血病細胞の直接の結合によ
る細胞間相互作用によるものと推察された．
　健常者，およびMDS，　AML由来骨髄間質細胞を
（5）
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検討した結果，健常者の骨髄間質細胞はHL－60と
のロゼット形成率は低く，MDS，　AML由来細胞は
高いロゼット形成率を示した．MDS，　AMLでは，骨
髄間質細胞が形態的に変化しているとの報告工8）が
あるが，本検討で機能的にも変化している事が示唆
された．又，MDS，　AML　で差がなかったことは
MDSでは，既に白血病の準備段階であることが考
えられ前白血病状態の性格を裏付けているものと考
えられた．以上の検討において白血病の増殖におい
ても骨髄間質細胞の重要性が示され，正常造血のみ
ならず，白血病においても骨髄間質細胞との付着に
よる直接の細胞間相互作用が何らかの増殖のシグナ
ルになっている事が推察された．ロゼット形成法は
細胞間相互作用を解析する上で有用な手段であり，
今後，造血機構の解析に役立っものと考えられた．
V．結 語
　1）細胞間相互作用の解析手段として，マイクロプ
レートを用いたロゼット形成法を開発した．
　2）造血支持能を持つマウス骨髄間質細胞株MS－
1はマウス白血病細胞株ELM－Dと77．4％のロゼ
ット形成をした．一方，造血支持能を持たない骨髄
間質細胞株MS－KはELM－Dと15，2％しかロゼッ
ト形成しなかった．
　3）ヒト骨髄間質細胞株HAS　301はヒト白血病
細胞株HL－60と93．3％　のロゼット形成を示し，
HL－60のコロニー形成を促進した．一方，　HAS　301
はHL－60と14．9％しかロゼット形成せず，　HL－60
のコロニー形成を支持しなかった．
　4）健常者の骨髄間質細胞はHL－60と20％しか
ロゼット形成しなかった．MDS，　AMLの骨髄間質
細胞は90％のロゼット形成を示した．
　5）ロゼット形成は増殖支持を反映しており細胞
間相互作用の有用な解析手段であり，造血機構の解
析に役立つものと考えられた．
　稿を終わるに臨み，終始御指導御校閲を賜りまし
た恩師外山圭助教授に深甚なる謝意を捧げます．ま
た，研究にあたり直接御指導を頂きました相沢信博
士に深謝いたします．最後に貴重な細胞株を提供し
て下さった新潟大学，森和博博士，本研究に御協力
頂きました内科学教室第一講座の諸先生方に謹んで
感謝の意を表します．なお，本論文の要旨は，第51，
52回日本血液学会総会において発表した．
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